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摘  要: 【目的】克隆斜卧青霉 L-06 的内切葡聚糖酶Ⅰ基因(egI), 并实现其在大肠杆菌
内的高效表达。【方法】利用 RT-PCR技术克隆了斜卧青霉 L-06的内切葡聚糖酶Ⅰ基因(egI), 
并将 egI 基因克隆到原核表达载体中, 构建了重组质粒 pET32a-egI。【结果】转化至大肠
埃希菌 Rosetta(DE3), 经 IPTG诱导重组蛋白表达, SDS-PAGE检测结果表明: 重组表达产
物的相对分子质量约为 80 kD, 与预期相符。重组表达的菌悬液, 经破碎离心, 取其上清
液, 进行纤维素酶活性染色, 获得了活性条带。DNS法测得内切酶活力为 2.56 IU/mL。
【结论】构建了斜卧青霉 L-06内切葡聚糖酶Ⅰ的原核表达系统。 
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Abstract: [Objective] The research focus on cloning endoglucanase I (egI) gene from Peni-
cillium decumbens L-06 and expressing in Escherichia coli with high efficiency. [Methods] 
egI gene was cloned from Penicillium decumbens L-06 by RT-PCR method. Recombinant 
plasmid pET32a-egI was constructed and was transformed into Escherichia coli rosetta(DE3). 
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Recombinant protein with His-tag was expressed in E. coli rosetta(DE3) after induction with 
IPTG and then was purified with the Ni-NTA affinity chromatography. [Results] As expected, 
the relative molecular mass was approximately 80kD after analyzed by SDS-PAGE and 
Western blotting. Hydrolysis activity of recombinant protein was assayed by cellulase activity 
staining and DNS method (2.56 IU/mL). [Conclusion] The results achieve the purpose as con-
structing prokaryotic expression system and expressing egI gene. 
Keywords: Penicillium decumbens L-06, Endoglucanase I, Cloning, Prokaryotic expression 
纤维素是生物圈里最丰富的有机物质[1], 其
不断通过光合作用得以补充[2]。全世界通过光合



























1  材料与方法 
1.1  质粒和菌株 
质粒 pET-32a(+)、大肠杆菌 DH5α 和
Rosetta(DE3)、斜卧青霉(Penicillium decumbens) 
L-06均为本实验室保藏。 
1.2  培养基[7] 
1.2.1  斜面培养基: 马铃薯琼脂(PDA)培养基 : 
马铃薯 200 g切块成 1 cm左右, 在 1 000 mL蒸馏
水中煮沸, 纱布过滤取汁。滤汁中加入葡萄糖
10 g, 琼脂约 15 g, 1105 Pa灭菌 20 min后备用。 
1.2.2  斜卧青霉基础培养基: 基础液体发酵产酶
培养基: 加浓的 Mandels 营养盐溶液[13−14]中加入
1%麸皮, 0.1%蛋白胨, 50 mL培养基装入 300 mL
三角瓶, 灭菌后备用。 
1.2.3  纤维素酶诱导培养基: Mandels 营养盐液
含 0.1%羧甲基纤维素钠, 灭菌后备用。 
1.2.4  LB 培养基: 配制每升培养基, 在 950 mL
蒸馏水中加入蛋白胨 10 g, 酵母提取物 5 g, 氯化
钠 10 g, 加 5 mol/L氢氧化钠调 pH至 7.0, 用蒸馏
水定容至 1 000 mL。 
1.3  实验方法 
1.3.1  引物设计: 参考GenBank数据库中已报道
的 P. decumbens (GenBank登录号 EU339127.1)的












1.3.2  斜卧青霉 L-06 的复苏和保藏: 从真空冻
干菌管中用接种环刮下少量细胞接于 PDA 液体
培养基, 30 °C培养 24 h, 用接种环从培养液中蘸
取少量菌液画线于 PDA斜面, 30 °C静置培养到
长出孢子, 于 4 °C保存。 
1.3.3  斜卧青霉L-06总RNA的提取及 cDNA的
合成: (1) 总RNA的提取方法参照Omega公司生
产的 RNA-Solv Reagent试剂盒的说明; (2) cDNA
的合成按照南京凯基生物科技发展有限公司公
司生产的 RT-PCR试剂盒说明书操作。 
1.3.4  egI 基因的诱导表达: 将阳性重组子接种
到新鲜液体 LB 培养基中, 待细菌生长到对数生
长期后(OD600=0.6−0.8), 加入终浓度为 1 mmol/L
的 IPTG诱导目的基因表达, 诱导 3 h后, 取适量
菌液做诱导表达效果的检测。实验以未加 IPTG
诱导为对照。 
1.3.5  纤维素酶活性检测: 参见 Manchenko 和
Blank的相关文献报道[9,15−16]。 
2  结果 
2.1  纤维素酶基因的 PCR扩增及测序 
利用各纤维素酶的引物, 以菌株 L-06 cDNA
为模板进行PCR扩增, 电泳结果显示扩增片段约
为 1.5 kb, 与预期相符(图 1)。 
测序结果表明, 该片段与数据库的 P. de-
cumbens (GenBank登录号 EU339127.1)核酸序列
有着 99%的相似性, 由此可以判断PCR扩增产物
确实是 egI基因。  
2.2  纤维素酶基因 egI的表达 
2.2.1  重组表达载体构建: 经过相应酶切的 egI 
 
图 1  egI基因的 PCR扩增电泳图 
Fig. 1  Electrophoresis result of egI PCR 
Note: M: DNA marker; 1: PCR product of egI. 
 
基因片段与 pET-32a(+)载体连接, 转化 E. coli 




2.2.2  egI 基因的诱导表达: 从核酸序列推断, 
所克隆到的纤维素酶基因编码的纤维素酶分子量
约为50 kD, 加上载体中融合到目的蛋白部分大约











仅存在少量可溶性重组蛋白。并且由图 2 可知, 
重组菌培养液中没有重组蛋白的表达。 




图 2  IPTG诱导蛋白表达的结果 
Fig. 2  The result of induction and expression by IPTG 
Note: 1: Protein marker; 2: Total bacteria (Induced); 3: Control 
(without IPTG); 4: Supernatant (induced); 5: Precipitate (in-
duced); 6: The recombinant protein purified by Ni-NTA affin-
ity chromatography column. 
 
图 3  Western blotting技术对重组蛋白的验证 
Fig. 3  Western blotting technology were used to iden-
tify the the recombinant protein 
Note: 1: Control; 2: Supernatant (induced). 
 
图 4  重组蛋白的纤维素酶活性染色 
Fig. 4  The recombinant protein using cellulase activity 
staining 
Note: 1: Control; 2: Precipitate (induced); 3: Supernatant (induced). 
重组菌经超声破碎后, 利用 DNS 法测得其
上清液的内切酶活力为 2.56 IU/mL (酶活测定方
法: 取经适量稀释的粗酶液 0.5 mL, 加入含 1% 
CMC_Na 的醋酸缓冲液 (pH 4.8, 0.1 mol/L) 
1.5 mL, 经 50 °C 恒温水浴 30 min 后, 立即按
DNS法测定还原糖: 加入 2 mL DNS显色液, 沸
水浴中显色 10 min 后。快速冷却终止反应 , 
540 nm处测定 OD值, 对比标准曲线计算酶活)。
在上述检测条件下, 1 mL 粗酶液每分钟产生
1 μmol 葡萄糖定义为一个酶活单位。 
3  讨论 
由于内切葡聚糖酶 egI 在造纸和纺织的广泛
应用, 因此选取 egI作为原核表达的目的基因。 
本文通过 RT-PCR方法从菌株斜卧青霉 L-06
克隆了纤维素酶基因 egI, 并测得了其核酸序列
(GenBank 登录号 FJ393561)。序列分析表明 egI
基因大小为 1 434 bp, 编码具有 455个氨基酸分




达载体, 并转化 E. coli Rosetta(DE3)得到了重组
工程菌; 初步探索了诱导纤维素酶基因表达的条



















有纤维素酶活性; 并通过 DNS 法检测到内切酶







斜卧青霉 L-06 的内切纤维素酶基因 egI, 并实现
了其原核表达, 获得了较为理想的活性, 同时为
该基因的工业应用建立了理论基础。 
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